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Calcium et activation
lymphocytaire T

La stimulation des lymphocytes T wvia différentes molé-
cules de surface dites d’activation, comme le récepteur
T/CD3, s’accompagne d’une élévation rapide et soute-
nue du calcium cytosolique. Une des composantes de
cette élévation est liée a I’action de I’IP; qui libére du
Ca2+ des réserves intracellulaires du réticulum endo-
plasmique. Paralléelement, se produit une entrée de
Ca?+ en provenance du milieu extracellulaire, donnant
une augmentation durable de la concentration de Ca2+
intracellulaire. Le mécanisme exact du déclenchement de
ce flux entrant de calcium reste controversé. Cependant
cette phase d’augmentation prolongée semble indispen-
sable au franchissement des étapes ultérieures de 1’acti-
vation lymphocytaire T, et notamment a la stimulation
des geénes de ’interleukine 2 et de son récepteur.

de molécules dites d’activation,
comme le récepteur spécifique pour
I’antigéne, c’est-a-dire le complexe

a régulation du niveau de
calcium ionisé dans le cyto-
plasme est un élément fon-

damental pour le maintien multimérique CD3/récepteur T
des fonctions cellulaires. (CD3/RcT), ou la molécule de mem-
Ainsi, le fonctionnement normal brane CD2.
d’une cellule au repos exige que la
concentration intracellulaire de cal- Mesure du Ca**
cium libre, [Ca?*];,, soit maintenue a intracellulaire

un niveau trés bas, environ dix mille
fois inférieur a celui du milieu envi-
ronnant. Par ailleurs, I’augmentation
du calcium intracytoplasmique cons-
titue I’'un des moyens par lesquels un
signal venu de I’extérieur de la cel-
lule est transformé, via un récepteur
membranaire, en un message intra-
cellulaire. L’objet de cette synthese
est de faire le point sur les différents
mécanismes mis en jeu dans les
variations de [Ca?*]; induites dans
les lymphocytes T par la stimulation

par fluorimétrie

La mesure directe des variations du
Ca?* libre intracytoplasmique, c’est-
a-dire de I’infime partie du calcium
cellulaire total qui n’est ni enfermé
dans des organites de stockage ni lié
a des protéines cytoplasmiques, n’est
possible que depuis peu d’années
grace a ['utilisation d’indicateurs
fluorescents du calcium libre. Ces
sondes — quin-2, indo-1, fura-2,
fluo-3, développées dans le labora-
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toire de R.Y. Tsien — sont des déri-
vés fluorescents de ’EGTA, un ché-
lateur classique du Ca?* [1].

Les raisons pour lesquelles ces son-
des sont devenues des outils extréme-
ment performants pour la biologie
cellulaire sont les suivantes :

® Il est possible de les introduire
dans les cellules sans endommager
ces derniéres. En effet, ces molécu-
les peuvent étre chimiquement trans-
formées en des analogues possédant
des radicaux acétoxyméthylester
(AM) qui traversent les membranes
cellulaires. Les radicaux AM sont
ensuite coupés par des estérases cel-
lulaires. La forme ionisée obtenue,
rendue hydrophile par I’hydrolyse,
est alors piégée dans la cellule.

® Un signal fluorescent intense au
niveau unicellulaire peut étre obtenu
avec des concentrations de fura-2,
d’indo-1 ou de fluo-3 suffisamment
faibles (moins de 50 uM) pour ne
pas interférer avec les mécanismes
cellulaires de régulation du Ca?* ;
on estime ainsi que la concentration
intracellulaire de ’ensemble des sites
de liaison des protéines liant le
Ca?* (calciprotéines) comme la cal-
moduline, la parvalbumine ou la cal-
cibindine est trés supérieure, de
Pordre du millimolaire [2]. L’utilisa-
tion de ces sondes a des concentra-
tions faibles permet donc de ne pas
modifier le pouvoir tampon de la cel-
lule. Utiliser une sonde dite de pre-
miére génération comme le quin-2
(environ 30 fois moins brillante que
les autres) était plus problématique,
puisque cet emploi nécessitait des
concentrations tres élevées de I’indi-
cateur pour avoir un signal fluores-
cent d’intensité suffisante.

® La liaison du Ca?* provoque le
déplacement du spectre d’excitation
du fura-2 (et d’émission de I’indo-1).
Pour mesurer, 2 un moment donné,
la valeur absolue du [Ca’*]; dans
une cellule chargée en fura-2, par
exemple, il suffit de connaitre a cet
instant précis la position du spectre
d’excitation du fura-2. Concrétement,
on apprécie le déplacement de ce
spectre d’excitation en mesurant le
rapport des intensités de fluorescence
émises pour des excitations successi-
ves de la cellule 2 deux longueurs
d’onde distinctes (en général 340 et
380 nm) [3]. Le principe méme de la
mesure fait que la valeur de [Ca?*);
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obtenue est indépendante de la con-
centration de fura-2 dans la cellule,
ce qui constitue un avantage décisif
de cette méthode.

® Ces indicateurs fluorescents sont
trés sensibles a des variations de
[Ca?*), autour du niveau de repos
habituel (vers 100 nM), du fait que
le K, du Ca?* pour ces chélateurs
est de I’ordre de 2 2 300 nM. Enfin,
ils discriminent extrémement bien
entre le Ca?* et le Mg2+,

L’augmentation du [Ca**],
au cours de I’activation
lymphocytaire T :

un phénoméne a deux
composantes

Des augmentations de [Ca?*]; dans
les lymphocytes T, via le complexe
CD3/TcR ou la molécule CD2, peu-
vent étre induites par des anticorps
monoclonaux (AcM) spécifiques de
ces molécules AcM, dont la simple
fixation a la surface des cellules suf-
fit en général au déclenchement de la
réponse calcique [4, 5]. La stimula-
tion de ces récepteurs provoque alors
des augmentations de [Ca?*]; dont
les caractéristiques dépendent de la
présence de Ca?* dans le milieu
externe.

La figure I illustre ces variations du
[Ca?*), induites dans un clone T
humain ou dans la lignée leucémi-
que T Jurkat par un anticorps dirigé
contre une des chaines de la molé-
cule CD3. On peut observer que,
méme en ’absence de Ca?* extra-
cellulaire, une augmentation faible et
transitoire du [Ca?*]; se produit.
Cela démontre que I’activation
déclenche le relargage de Ca?* dans
le cytosol a partir de réserves intra-
cellulaires. Cependant, I’augmenta-
tion du [Ca?*]; est beaucoup plus
marquée en présence de Ca?*
externe, ce qui suggére que la
majeure partie de cette augmentation
est liée a I'entrée de Ca?* extracel-
lulaire. Ces deux composants de la
réponse calcique vont étre mainte-
nant analysés successivement.

Mécanisme de relargage
du Ca** endogéne

Les grandes lignes du mécanisme par
lequel I’activation des récepteurs CD2

et CD3/TcR aboutit a la libération
de Ca?* des réserves intracellulaires
sont trés similaires a celles observées
dans de nombreux autres types cel-
lulaires. En résumé, 1’activation de
ces récepteurs provoque I’hydrolyse
par la phospholipase C (PLC) de
phospho-inositides membranaires,
dont le phosphatidylinositol (4,5)-
bisphosphate (PIP,), ce qui aboutit
a la formation de deux seconds mes-
sagers, le diacylglycérol et I’inositol
triphosphate (IP;) [6]. La liaison de
I'isomeére actif de I'IP,, c’est-a-dire
(1,4,5)IP;, a des récepteurs situés
dans la membrane de structures de
réserve du calcium (sans doute le
réticulum endoplasmique) provoque
la sortie de calcium de ces réserves
par un canal ionique vraisemblable-
ment situé dans la méme molécule
que les sites de liaison de I’IP,; [7].
On note, comme on peut le voir sur
la figure 1, 'existence d’un délai entre
le début de la stimulation et celui de
la réponse calcique. Ce délai est typi-
quement de 20 a 30 secondes lors de
la  stimulation du complexe
CD3/TcR, et de plus d’une minute
lorsque l’on stimule la molécule
CD2. 1l pourrait étre lié a I’accumu-
lation nécessaire d’une concentration
suffisante d’IP,; pour déclencher la
réponse, avec un effet de seuil.

Plusieurs points sont encore mal con-
nus dans ce schéma. Le couplage
récepteur-PLC est en général réalisé
dans d’autres types cellulaires par
une protéine dite G, car liant le
GTP. Cette protéine, de structure
hétérotrimérique, a entre autres une
fonction d’amplification, et aussi
d’intégration, du ou des messages
extracellulaires. Curieusement, dans
le cas des lymphocytes T, la partici-
pation d’une protéine G au phéno-
meéne d’activation n’a pas encore été
mise en évidence. Certes, des effets
inhibiteurs sur le systéme de la* PLC
d’une toxine bactérienne, la toxine
cholérique, ont été décrits dans le
systtme lymphocytaire T [8, 9].
Cette toxine est capable d’activer
irréversiblement certaines protéines G
par une réaction dite d’ADP-
ribosylation (fixation covalente d’un
ADP-ribose sur la sous-unité « de la
protéine G). C’est le cas notamment
de la protéine G, activatrice de
I’adénylate cyclase. Cela a pu faire

penser a I’existence d’une protéine G —
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Figure 1. Profils de I'augmentation de [Ca2+*], mesurée avec le fura-2 dans un clone T humain CD4 + (en haut)
et dans la lignée T Jurkat (en bas), stimulés par UCHT1, un anticorps monoclonal spécifique de la molécule
CD3. La figure montre les résultats obtenus lorsque I’activation est déclenchée dans un milieu contenant 1 mM de
Ca2?+ externe ou dans un milieu déplété en Ca2+ par I’addition préalable d’EGTA.

couplée de fagon inhibitrice a la PLC
dans les cellules T. Il apparait cepen-
dant que beaucoup de ces effets
seraient indirects, ayant comme inter-
médiaire ' AMP cyclique produit par
I’activation de I’adénylate cyclase [9,
10].

Un autre débat porte sur l’origine
précise du Ca?* relargué. En effet,
tous les compartiments de stockage
du Ca?* ne sont pas sensibles a
I’IP,. Le Ca?* contenu dans ces
autres compartiments est-il aussi
relargué a la suite de la stimulation
de ces récepteurs CD2 et CD3 ?
C’est fort possible, mais on ignore
par quel mécanisme. Le relargage du
Ca?* de ce deuxieéme compartiment
dépendrait-il de I'IP,[11], du
ou de I’augmentation

méme de [Ca’*], par un phéno-
meéne analogue au « Ca-induced Ca
release » observé dans les cellules
musculaires [13] ?

Contréle de I’entrée
de calcium dans la cellule

Canaux ou transporteurs ?
L’entrée de Ca?* (influx) déclenchée
par ’activation des protéines mem-
branaires CD2 ou CD3/TcR se fait
dans le sens du gradient électrochi-
mique du calcium. Elle a donc de
fortes chances de dépendre de
I’ouverture de canaux ioniques.

En combinant les techniques de
microfluorométrie (par le fura-2) et le
patch-clamp (€électrophysiologie molécu-
laire), Lewis et Cahalan ont montré

que dans les lymphocytes T activés
par une lectine mitogénique, la
phytohémagglutinine (PHA), I’entrée
de Ca?* pouvait étre trés bien cor-
rélée a un courant entrant de tres fai-
ble amplitude, vraisemblablement da
a cet influx de calcium, mais au sein
duquel il n’était pas possible de dis-
tinguer d’ouvertures et de fermetures
de canaux ioniques [14]. Un résultat
similaire avait été décrit précédem-
ment dans les mastocytes [15]. Cela
signifie que I’entrée du calcium passe
soit par des canaux de conductance
trop faible (< 0,1 pico siemens) pour
pouvoir étre mesurée directement a
I’heure actuelle, ou bien par un
transporteur, hypothése moins proba-
ble mais qu’on ne peut totalement
exclure. Par souci de simplicité,
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nous continuerons a parler de canaux
dans ce qui suit.

Ce courant de faible amplitude peut-
il rendre compte de I’augmentation
de [Ca?*]; observée ? On peut cal-
culer qu’un courant calcique de quel-
ques picoamperes pendant quelques
minutes peut parfaitement faire
entrer dans la cellule suffisamment de
calcium pour faire augmenter le
[Ca?*]; de plusieurs centaines de
nM, méme en tenant compte du fait
que sur cent ou méme mille ions
Ca?* entrant dans la cellule, un seul
restera sous forme ionisée, les autres
allant se lier a des protéines tampons
du cytosol.

Il existe d’autres études, fréquem-
ment citées, ou ont été décrits des

canaux ioniques qui, selon leurs
auteurs, pourraient étre impliqués
dans l’augmentation de [Ca?*];
observée dans des lymphocytes T
activés [16, 17]. Ces études ne com-
portaient pas de mesure simultanée
des variations de [Ca?*];; il n’y
avait donc pas d’indications formel-
les permettant d’affirmer que les
canaux observés jouaient un réle
dans I’augmentation de [Ca?*]. Il
nous parait donc prudent de dire,
méme si cette conclusion est contro-
versée, que personne n’a encore
montré de courants associés a
I’ouverture de canaux ioniques indi-
viduels et qui soient responsables de
I’entrée de Ca?* dans les lymphocy-
tes T activés.

Canaux

voltage - indépendants

Canaux
voltage - dépendants

Nombre
de canaux
ouverts

—

Influx calcique

b + i

Eca

Y,

-100 mV

+100 -100 mV

Figure 2. Réle du potentiel de membrane sur I'ouverture des canaux cal-
ciques voltage-dépendants et voltage-indépendants et sur l'influx de cal-
cium a travers ces canaux. Pour les canaux insensibles au potentiel (colonne
de gauche), le nombre de canaux ouverts est indépendant du potentiel de mem-
brane. Plus le potentiel de membrane est négatif (hyperpolarisation), plus le
flux entrant de Ca2+ dans la cellule est grand (Eca), et, inversement, aux
potentiels de membrane positifs (dépolarisation) correspond une diminution de
ce flux entrant. Pour les canaux sensibles au potentiel (colonne de droite), le
nombre de canaux ouverts est au contraire dépendant du potentiel de mem-
brane, en I'occurrence il croit avec la dépolarisation. Mais aux potentiels hyper-
polarisés, ces canaux étant fermés, Iinflux de Ca2+ diminue au lieu de croi-
tre. Les fléches indiquent I’effet de la dépolarisation sur I'influx de Ca2?* dans

les deux cas de figure.
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Effet du potentiel
de membrane

Ces canaux ne sont pas des canaux
calciques activés par la dépolarisa-
tion, du type de ceux que ’on trouve
notamment dans la membrane de
cellules nerveuses ou musculaires.
Dans ces cellules dites excitables, une
dépolarisation de la membrane pro-
voque I’ouverture de canaux, ce qui
entraine une entrée de calcium,
manifestée par un.courant entrant et
une augmentation de [Ca’*]. On
parle alors de canaux sensibles au
potentiel, ou « voltage-dépendants ».

Rien de tel n’est observé dans les
lymphocytes T ol un saut de poten-
tiel dépolarisant ne déclenche ni cou-
rant entrant ni augmentation de
[Ca?*],. Au contraire, la dépolarisa-
tion d’un lymphocyte T pendant la
phase d’augmentation soutenue de
[Ca?*]; qui suit D’activation, via le
CD3 par exemple, provoque une
diminution de [Ca?*];, sans doute
explicable par le fait que, si le nom-
bre de canaux ouverts n’est pas
affecté par la dépolarisation, le gra-
dient électrochimique des ions Ca?*,
lui, est diminué par la dépolarisation

(figure 2).

Blocage de l’influx
de calcium

Cette sensibilité au potentiel de
Iinflux de Ca?*, que nous venons
de mentionner, peut avoir d’impor-
tantes conséquences pharmacologi-
ques. Ainsi, ’on sait que différents
bloquants des canaux K* peuvent

inhiber la prolifération ou la différen-.

ciation des lymphocytes T [18, 20]. Il
pouvait étre envisagé qu’un des effets
de ces agents bloquants des
canaux K+ était de dépolariser la
membrane lymphocytaire, entrainant
alors une diminution de ’entrée de
Ca?*, et donc du niveau-de [Ca?*],
au cours de la stimulation. Nous
avons vérifié I'exactitude de cette
hypothése en étudiant les effets de la
nitrendipine. Cette dihydropyridine
est un bloquant classique des canaux
calcium voltage-dépendants déja
mentionnés. L’existence d’effets inhi-
biteurs de ce composé sur I’entrée du
Ca?* dans les lymphocytes T [21] a
donc fait penser a I’existence dans les

lymphocytes T de canaux calciques, m—
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insensibles certes au potentiel, mais
également blocables par les dihy-
dropyridines. Nous avons montré
qu’en réalité I'une des cibles de la
nitrendipine dans les lymphocytes T
était constituée par les canaux K+,
et que la conséquence de leur blocage
était en premier lieu la dépolarisation
de la cellule, entrainant indirectement
I'inhibition de I'influx de Ca?* [22].
On notera que les seuls bloquants
directs de ces canaux qui soient con-
nus a I’heure actuelle sont des cations
bi- ou trivalents (Ni?*, Cd?*,
Mn?+, La%*).

Le flux entrant de calcium
dépend d’un second
messager

L’existence d’un délai de plusieurs
dizaines de secondes entre I’activation
de récepteurs membranaires et 1’influx
de calcium constitue une indication
forte que les canaux responsables de
ce flux entrant sont activés par un
second messager et non a la suite
d’une interaction directe avec le
récepteur membranaire.

On ignore encore la nature de ce
second messager. Von Tscharner et
al. [23] avaient proposé que dans les
neutrophiles, ce puisse étre le calcium
lui-méme, impliqué donc dans une
rétroaction positive. Il semble en réa-
lité que I'effet direct de ’augmenta-
tion de [Ca?*]; soit de diminuer
I'entrée de [Ca?*];,, peut-étre en
inactivant les canaux membranaires
perméables au Ca%*, en tout cas en
exercant une rétroaction négative.
Cela n’exclut pas le fait qu’une aug-
mentation initiale de [Ca?*]; puisse,
en activant des enzymes sensibles au
Ca?*, étre indirectement impliquée
dans I’ouverture de canaux calciques
membranaires.

L’IP,; est actuellement considéré par
beaucoup comme ’'un des meilleurs
candidats au role d’activateur des
canaux calciques de la membrane
plasmique. L’IP, contrdlerait ainsi,
et le relargage de Ca?* depuis les
stocks intracellulaires, et son entrée
dans la cellule. Cela pourrait expli-
quer, par exemple, que l'arrét de
I’activation entraine a la fois la baisse
de la production d’IP, et la dispari-
tion de linflux de Ca?* [24]. Mais
ces deux faits pourraient également
étre simplement coincidents. Si I'IP,
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contrdle aussi le flux entrant de
Ca?*, on devrait trouver des sites
de liaison de I'IP, au niveau de la
membrane plasmique. C’est ce qui a
été effectivement observé dans cer-
tains types cellulaires [25], mais pas
dans d’autres [26].

En faveur de D'« hypothése IP;»
plaident également les observations
du groupe de Gardner, montrant que
I’IP; peut activer des canaux ioni-
ques, directement, dans des frag-
ments de membrane arrachés a des
lymphocytes T [27]. Mais I’ouverture
de ces canaux ioniques n’a pas été
observée sur des cellules entiéres, ol
I’augmentation de [Ca?*); avait bel

et bien lieu, ainsi que ’ont montré
Lewis et Cahalan dans les lymphocy-
tes [14], et Penner et al. [15] dans les
‘mastocytes.

Par ailleurs, ces derniers auteurs ont
observé que l’injection d’IP, dans
leurs cellules déclenchait I’apparition
du petit courant entrant décrit plus
haut (sans ouverture de canaux appa-
rente), ce qui pourrait étre en faveur
de I’hypothése IP;. Mais, sachant
que I'IP, provoque également une
augmentation de [Ca?*]; a la suite
du relargage de Ca?* des stocks
intracellulaires, on ne peut dans une
telle - expérience distinguer un réle
direct de I’'IP; d’un effet indirect
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Figure 3. Schéma général des différentes hypothéses émises pour I'influx
de Ca?+. L'hypothése « phospho-inositides » (1) privilégie un réle pour I'lP5

(et éventuellement I'IP,), produit par I'activation de la PLC, sur I’entrée de cal-
cium dans la cellule, et ce en plus de son action sur la mobilisation des stocks
de Ca2+ intracellulaires. L'hypothése « modele capacitif » (2) fait de la déplé-
tion préalable (ou concomitante) des stocks de Ca2?+ intracellulaires du réti-

culum endoplasmique (RE) (sans doute via I'lP3), I'élément déclenchant du flux

entrant, par un mécanisme inconnu. Des inhibiteurs, de la pompe calcique du

réticulum endoplasmique (comme la thapsigargine) provoquant la vidange des

pools calciques, permettent d’étudier cette hypothése. L'hypothése « enzymes

Ca2+-dépendants » (3) suppose Il’activation, par l’augmentation initiale de

[Ca2?+], d’enzymes (calmoduline, phospholipase A2, protéine kinase C) capa-
bles d’agir sur le flux entrant. (4) L'existence d’une relation plus directe (peut-
étre par une protéine G) entre le récepteur stimulé et la structure membranaire
responsable de !'influx n’est pas exclue.
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par 'intermédiaire des protéines sen-
sibles au calcium. On ne peut donc
considérer comme démontré que c’est
I’IP; qui active les canaux calciques
de la membrane plasmique.
D’autres faits vont a ’encontre de
cette hypothése. Ainsi, on sait qu’il
est possible d’activer le flux entrant
de Ca?* sans qu’il y ait production
décelable d’IP;. Cela a pu étre
démontré récemment grice a la
thapsigargine, une lactone sesquiter-
péne. Cette molécule est capable
d’inhiber la pompe calcique du réti-
culum endoplasmique et de vider les
stocks intracellulaires de Ca?* sensi-
bles a I'IP; [28]. La thapsigargine
provoque également dans certains
types cellulaires, dont les lymphocy-
tes T et les macrophages, un influx de
Ca?* [29]. Tout cela se passe sans
production d’IP;, qui ne semble
donc pas étre absolument nécessaire
a louverture de canaux calciques
dans la membrane plasmique.

Relargage et flux entrant
de calcium sont
deux phénomeénes liés

N

Bien que la libération de Ca?* 2a
partir de réserves intracellulaires et
I’entrée de Ca?* dans la cellule met-
tent en jeu des structures distinctes,
ces deux phénomeénes n’apparaissent
pas pour autant indépendants ’'un de
’autre.

Ainsi, I'influx de Ca?* pourrait, en
induisant une augmentation du
Ca?*, accélérer le relargage qui
dépend au départ de I’activité de la
PLC, cette enzyme pouvant étre sen-
sible a la concentration de Ca?*
intracytoplasmique [30]. En outre, il
semble que le relargage de calcium
des stocks intracellulaires ne soit pas
seulement un phénomeéne précoce,
mais puisse, au moins dans certains
cas, avoir lieu lors de la deuxiéme
phase de la réponse calcique, en
méme temps que ’entrée de Ca?*.
Par exemple, dans la lignée cellu-
laire T Jurkat stimulée par la PHA,
on peut observer des oscillations
maintenues du niveau de [Ca?*],
avec une pseudopériode de I’ordre de
1 a 2 minutes [14]. Des oscillations
similaires ont été obtenues dans
d’autres types cellulaires et ont fait
I’objet de nombreux commentaires et

hypotheses [31, 32]. Elles semblent
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dues au vidage-remplissage de réser-
ves intracellulaires, et ne dépendre ni
de variations de la concentration
d’IP, ni de variations du potentiel
de membrane des cellules. On peut
se demander si ces oscillations ont un
role dans le contréle de I'influx de
Ca?*.

Par ailleurs, il existe de nombreuses
indications suggérant que le flux
entrant de Ca?* est tributaire du
relargage initial. Pour expliquer ce
deuxiéme type de relation, il n’existe
pas de certitude, mais plusieurs
hypotheses.

L’une d’entre elles attribue a I'IP,,
on I'a vu, le double réle de provo-
quer relargage et influx. Cette hypo-
thése « phospho-inositides » possede
cependant une variante, ou
I’(1,4,5,6)IP,, produit de phosphory-
lation de I'IP;, serait responsable
de l’entrée de Ca?*. Cette hypo-
thése, fondée sur des résultats obte-
nus dans les ceufs d’oursin [33] et des
glandes exocrines [34], est trés con-
troversée et n’a pas été confirmée
dans les cellules sanguines [35].
Toujours dans le but d’expliquer la
relation existant entre relargage et
flux entrant de Ca?*, Putney a pro-
posé un modele, le « modele capaci-
tif » [36]. Dans la version initiale de
ce modele, les canaux de la mem-
brane plasmique ne s’ouvriraient pas
sur le cytosol, mais directement sur
les réserves intracellulaires. Un canal
de type gap-junction permettrait au
Ca?* de franchir la double mem-
brane résultant de 1’apposition en
certains points de la membrane du
réticulum avec la membrane plasmi-
que. Selon Putney, ce serait la déplé-
tion en Ca?* des réserves intracellu-
laires qui constituerait le signal de
déclenchement de 1’influx. Cela assu-
rerait une parfaite synchronisation
des deux phénomeénes. Ce modele,
assez populaire sans doute parce qu'’il
est satisfaisant d’un point de vue
finaliste, ne repose pas sur des bases
expérimentales tres solides. D’ailleurs
Putney lui-méme est revenu récem-
ment, dans une étude utilisant la
thapsigargine, sur certains des aspects
de ce modele capacitif, se contentant
de réaffirmer que le niveau de rem-
plissage des stocks intracellulaires
pourrait influencer, sans doute indi-
rectement, 'influx de Ca?* [37].
Nous avons déa mentionné une
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autre facon plausible d’expliquer la
relation entre relargage de Ca?* et
flux entrant, qui mettrait en jeu des
enzymes activées par 1’augmentation
initiale du [Ca?*]; comme la calmo-
duline, la phospholipase A2 ou la
protéine kinase C [38]. Ce type
d’hypothese, encore peu développé,
pourrait rendre compte du fait
qu’une augmentation breéve de
[Ca?*]; provoquée par l’ionophore
calcique A23187 déclenche une entrée
de Ca?* dans des macrophages
(A. Trautmann, C. Randriamampita,
résultats non publiés).

I Conclusion

L’activation des lymphocytes T par
des lectines ou des anticorps mono-
clonaux spécifiques des molécules
CD3/TcR ou CD2 est étroitement
associée a une augmentation précoce
de [Ca?*],. Cette augmentation, éga-
lement déclenchée par la stimulation
d’autres molécules présentes a la sur-
face des cellules T [39], est-elle néces-
saire et suffisante a l’activation des
lymphocytes ?

Elle n’est certainement pas suffisante,
puisque certaines lectines comme le
WGA (wheat germ agglutinin) provo-
quent bien une augmentation de
[Ca?*],, alors qu’elles ne sont pas
mitogéniques [40]. Elle semble cepen-
dant nécessaire puisque la proliféra-
tion de lymphocytes, induite par
exemple par des lectines comme la
PHA, n’a pas lieu dans un milieu
sans calcium ou en présence de subs-
tances bloquant I’entrée de
calcium [20].

La prolifération des lymphocytes T
est déclenchée par I’action autocrine
de linterleukine 2 (IL2) sur son
récepteur. Les agents mitogénes pro-
duisent en fait deux signaux essen-
tiels, qui sont indispensables a la pro-
duction d’IL2 et a l’expression de
son récepteur. Il semble clair que la
production d’IL2 requiert I’augmen-
tation de [Ca?*]; [17]. Récemment
pourtant, Sussman et al. [41] ont
décrit un hybridome T murin ou
I'activation du récepteur T (TcR) ne
provoque ni augmentation de I'IP,
ni augmentation précoce de [Ca?*];,
et pourtant les cellules stimulées pro-
duisent de I’'[L2. L’augmentation de
[Ca?*); n’aurait-elle pas de rdle dans
le déclenchement de la réponse ? I
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se pourrait qu’en réalité I’augmenta-
tion transitoire initiale due au relar-
gage du Ca?* ait peu d’importance,
et que ce qui importe soit le flux
entrant soutenu de Ca?* qui lui fait
suite [42] (Sussman et al. n’avaient
examiné que la réponse précoce). En
effet, Goldsmith et Weiss [43] ont
montré qu’un variant de la lignée T
Jurkat ne produisait pas d’IL2 en
réponse a des mitogénes. Dans cette
lignée, la stimulation par un anti-
corps monoclonal anti-CD3 provo-
quait la formation d’IP, et le relar-
gage de Ca?*, mais il n’y avait pas
ensuite d’mflux prolongé de Ca?* et
donc pas d’augmentation soutenue de
(Ca?*].

En résumé, les agents mitogéniques
déclenchent tous une augmentation
de [Ca%*];, résultat d’abord d’un
relargage de Ca?* de stocks inter-
nes, ou I'IP; joue vraisemblablement
le role de second messager. On
ignore la fonction de cette augmen-
tation transitoire de [Ca?*];. Elle est
suivie d’une augmentation soutenue
de [Ca?*]; due a I’entrée massive de
Ca?* extracellulaire dans la cellule,
sans doute via des canaux ioniques
dont les caractéristiques et le mode
d’activation restent a déterminer.
Cette entrée de Ca?* semble néces-
saire a la production de I'IL2 et con-
tribue donc au déclenchement de la
prolifération cellulaire

TIRES A PART s

G. Bismuth.

Summary

Calcium and T
activation

lymphocyte

Activation of human T lymphocy-
tes via the CD3/T cell-antigen
receptor or the CD2 cell surface
molecule triggers a prolonged
increase in intracytoplasmic free
calcium concentration ([Ca?+],).
This calcium response has two
components, one is Ca?* mobili-
zation from intracellular stores
and the second results from the
entry of Ca?* from extracellular
spaces. The mobilization phase is
responsible of a transient Ca?*
peak still observable in Ca?*-free
medium. Phosphorylated derivati-
ves of inositol phosphate, mainly
(1,4,5)IP;, produced by activation
of phospholipase C by the T cell
agonists, are predictably the
second messengers for this phase.
Cell surface Ca?* permeant
structures are involved in the sus-
tained increase in [Ca?*]. They
are presumably voltage-
independent Ca?* channels. Cell
depolarization inhibits the Ca?*
influx by a reduction of the
inwardly directed electrical driving
force on Ca?*, a finding which
explains in lymphocytes most of
the effects on [Ca’*], of drugs
such as K* channel blockers, but
also dihydropyridines. It is not
known whether inositol phosphate
second messengers activate these
channels, however a Ca?* influx
in human T cells can be induced
by thapsigargin, independently of
the PLC pathway. There is a
close relation between mobilization
of intracellular Ca?* pool(s) and
Ca?* entry into humanT
lymphocytes. Activation of the
Ca?* influx is apparently coordi-
nated with the extent of depletion
of intracellular Ca?* pool(s) and
with the resulting initial rise in
[Ca?*]. Therefore, one main
function of the early (1,4,5)IP;-
dependent increase in [Ca?*];
together with the depletion of
Ca’* stores, may be to trigger
the Ca?* influx which follows.
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